Background and Purpose-Erythropoietin (EPO) was explored regarding its suitability as a candidate stroke drug in animal experimental studies. We performed a meta-analysis to obtain an overall impression of the efficacy of EPO in published animal experimental stroke studies and for potential guidance of future clinical studies. Methods-By electronic and manual searches of the literature, we identified studies describing the efficacy of EPO in experimental focal cerebral ischemia. Data on study quality, EPO dose, time of administration, and outcome measured as infarct volume or functional deficit were extracted. Data from all studies were pooled by means of a meta-analysis. Results-Sixteen studies were included in the meta-analysis. When administered after the onset of ischemia, EPO and its analogues reduced infarct size by 32% and improved neurobehavioral deficits significantly. A meta-regression suggests higher doses of EPO to be associated with smaller infarct volumes. When administered earlier than 6 hours EPO was more effective compared to a later treatment initiation. Both hematopoietic and nonhematopoietic EPO analogues showed efficacy in experimental stroke. Conclusion-In conclusion, this analysis further strengthens confidence in the efficacy of EPO and its analogues in stroke therapy. Nonhematopoietic EPO analogues which are known to have less systemic adverse effects compared to EPO are also promising candidate stroke drugs. Further experimental studies are required that evaluate the safety of a combination of EPO with thrombolysis and whether EPO is also effective in animals with comorbidity. (Stroke. 2009;40:3113-3120.)
words "Erythropoietin" or "Epo" AND "ischemia" or "stroke" or "infarct." The bibliographies of relevant articles were further crosschecked to search for articles not referenced in the above-mentioned databases. We also browsed abstracts of scientific meetings manually and asked senior authors of identified publications for references of other studies.
Selection of Studies and Data Extraction
Studies of EPO and EPO analogues in focal cerebral ischemia in rodents in which the outcome was assessed as infarct volume or as functional deficits were included in the analysis. For comparisons of infarct volumes the EPO dose that was administered not later than 24 hours after the onset of ischemia was considered, and volumes measured at least 24 hours after induction of ischemia were included.
Because a meta-analysis requires a reasonable number of studies, only functional tests that were frequently used in the different studies were included in the analysis. We categorized neurobehavioral tests in 3 clinically meaningful groups: (1) Neuroscore as gross neurological deficit score, (2) the Morris water maze test and the passive avoidance test for memory function, and (3) foot fault test, cylinder test, skilled reaching test, and limb placing test for limb function. When neurobehavioral deficits were assessed at different times, only the last time-point was included. For comparison of functional outcome data the cumulative EPO dose was calculated. Because neuroprotectants were assumed to be beneficial when administered before the onset of ischemia, eg, before procedures with a high risk for ischemic stroke such as carotid endarterectomy or heart surgery, we separately investigated the effect of EPO and EPO analogues on infarct size reduction after preischemic treatment initiation in animal models. When values for data were expressed graphically only, values were read off the graphics using Corel Draw version 12 (Corel Corporate Communications).
Quality Assessment
We evaluated the methodological quality of the included studies according to a previously published 11-item quality scale and categorized the studies in 3 categories (category I: 8 to 11 items, category II: 4 to 7 items, category III: 0 to 3 items). 8 To analyze the impact of each quality item on the efficacy, the outcome parameters of treated animals were plotted against those in the corresponding control group (L'Abbé plots) separately for each of the quality items. In addition, we evaluated whether the preclinical EPO studies met the currently updated STAIR recommendations. 9 
Statistical Analysis
The published results from the studies were displayed graphically and summarized by means of meta-analysis techniques separately for each of the end points infarct volume and the 3 types of functional tests.
Each trial comprises 1 control and 1 or more treatment groups. For a simple comparison of treated and untreated animals, results from all treatment groups of each study were averaged and their standard errors estimated by the inverse variance method. 10 We quantified the effect of treatment by the ratio of the mean outcome in a treatment group to the mean outcome in the corresponding control group. Thus, changes in results attributable to treatment are expressed as percentages. This approach amounts to an analysis of differences of logarithmized responses, [11] [12] [13] whereby individual outcomes or averaged outcomes across several treatment groups within 1 trial are logarithmized and their variances are approximated by standard techniques (delta method).
The ratio of the mean outcome in treatment groups to the mean outcome in the control group for each trial is presented in forest plots. The average ratios and their 95% confidence intervals that are shown in the forest plots are based on meta-analytic methods applied to the logarithmized ratios for a random-effects model. 13, 14 The results for infarct volume are additionally displayed as L'Abbé plot.
Finally, percentage changes in the outcomes attributable to dosage and timing of treatment was estimated by applying random effects meta-regression to the logarithms of the results of each treatment and control group. 15 Here, only EPO and a systemic EPO administration after the onset of ischemia were considered, because EPO analogues and local administration are not comparable. Dosage was used as continuous explanatory variable, whereby administration of EPO within the first 6 hours after infarction and later administration were considered to be 2 distinguished treatments.
All analyses were carried out with SAS version 9.1 (SAS Inc). Probability values below 0.05 were considered to be significant.
Results

Study Inclusion
Electronic search identified 37 studies ( Figure 1 ). Nineteen studies using an ischemia model in neonatal rats were excluded. This model does not reflect human stroke, which usually occurs in the elderly. One study was excluded because infarct sizes were measured as areas and not as volumes, 16 which is an unusual way for infarct size calculation and not comparable with infarct size measurements in all other studies that were included. A study using a rabbit clot embolic stroke model 17 was not incorporated because the outcome was measured as weight of clot producing neurological dysfunction in 50% of the rabbits. This outcome is not comparable with outcome measurement in all other studies. Overall, the meta-analysis is based on the data of 16 articles (11/13) SH indicates spontaneously hypertensive; MCAO, middle cerebral artery occlusion; CCAO, common carotid artery occlusion; i.v., intravenously; i.p., intraperitoneally.
( Table 1 ). In 12 studies treatment was initiated after the onset of ischemia, in 3 studies treatment was initiated before ischemia induction, and 1 study investigated pre-and postischemic treatment. Infarct size calculation was assessed in more than 340 animals, and neurobehavioral deficits were evaluated in more than 348 animals. In 2 studies the number of animals used was not mentioned. The meta-regression analysis which estimates the impact of EPO dose and time of treatment initiation on infarct volume and limb function is based on the data of 6 studies and 4 studies (only postischemic treatment initiation), respectively.
Study Quality and Impact of Quality Criteria on Efficacy
In studies where treatment was initiated after the onset of ischemia the median quality checklist score was 5 (range 3 to 8). Ranking studies by quality category did not reveal a relationship between study quality and infarct volume reduction, limb function improvement, and memory function improvement, whereas the neuroscore might be biased by study quality with lower efficacy in high-quality studies (Figures 3  and 4) . When plotting the various outcome parameters of treated animals against those in the corresponding control group (L'Abbé plots) separately for each of the quality items no substantial effect of a particular quality item was identified (not shown).
An analysis of how far preclinical EPO studies followed the STAIR recommendations is presented in Table 2 .
Efficacy of EPO and EPO Analogues
The distribution of the circles in the lower right half of the LЈAbbé plot ( Figure 2 ) indicates a superiority of the verum treatment with respect to infarct volume. Compared with placebo, EPO and its analogues reduced infarct volumes by 32% (95% CI, 16% to 44%, Figure 3 ). Limb function deficits were reduced by 38% (95% CI, 27% to 47%, Figure 4 ). EPO and EPO analogues improved the neuroscore by 37% (95% CI, 14% to 54%) and enhanced the memory function by 37% (95% CI, 6% to 59%, Figure 4 ). When administered before the onset of ischemia, EPO reduced infarct volumes by 36% (95% CI, 8% to 56%).
The efficacy of EPO and hematopoietic EPO analogues were compared with EPO analogues which do not stimulate erythropoiesis (only postischemic treatment initiation). EPO and hematopoietic EPO analogues reduced infarct volumes by 22% (95% CI, Ϫ4% to 42%) and nonhematopoietic EPO analogues reduced infarct volumes by 38% (95% CI, 14% to 55%). Limb function was improved by 31% (95% CI, 14% to 44%) by EPO and hematopoietic EPO analogues and by 47% (95% CI, 25% to 62%) by nonhematopoietic EPO analogues. There were no significant differences between the different EPO derivates regarding infarct size reduction (Pϭ0.3706) and limb function improvement (Pϭ0.0713). Studies which assessed memory function and the neuroscore only used EPO and therefore no comparisons with nonhematopoietic EPO analogues could be performed.
To analyze the effects of EPO dose and time of first drug administration, we subdivided the studies into those where 
ߛ
Multiple species
The treatment efficacy was investigated in rats (eg, Kolb 2007 , Erbayraktar 2003 , gerbils and rabbits (Lapchak 2008 17 ) . Efficacy in gyrencephalic primates or cats as suggested was not tested so far.
(ߛ)
Reproducibility
As shown by this meta-analysis, the positive results of EPO and its analogues were replicated in independent laboratories. Only one study used hypertensive rats (Sadamato 1998). Studies including animals with other comorbid conditions, such as diabetes or hypercholesterolemia were not published.
(ߛ)
Use of clinically relevant biomarkers Diffusion/perfusion MRI or serum markers of tissue injury were not reported. …
Interaction studies with other medications
The interaction of EPO with thrombolysis was not investigated so far. Efficacy after combination with antihypertensive drugs was reported in one study .
ߛ indicates completely fulfilled; (ߛ), partly fulfilled; …, not fulfilled.
treatment was initiated within 6 hours after the onset of ischemia and those where treatment started later. Separate regression lines for the effect of dose were fitted for both groups in a joint meta-regression model. Negative slopes of the regression lines reflect a beneficial effect of EPO. For the analysis of infarct volume, EPO dose varies between 50 and 10000 IU/kg body weight. The effect of EPO is expressed as reduction of infarct volumes by 5.4% (PϽ0.0001) and 0.1% (Pϭ0.9324) per 1000 IU/kg body weight of EPO dose for treatment initiation within the first 6 hours and later than 6 hours after the onset of ischemia, respectively. Analogously, an increase in EPO dose of 1000 IU/kg body weight for cumulative doses between 150 and 70 000 IU/kg improved limb function by 2.8% (Pϭ0.0067) when applied within 6 hours after stroke. Administration of EPO later than 6 hours after stroke showed no effect (0.1% increase in limb function per 1000 IU/kg body weight, Pϭ0.6242). A delay of treatment initiation after the first 6 hours reduced the efficacy of EPO regarding limb function improvement and infarct size reduction significantly (Pϭ0.006 and Pϭ0.0027, respectively). Because of the small number of studies which explored the neuroscore and the memory function a metaregression analysis for these 2 outcome parameters was not performed.
Discussion
Efficacy of EPO and EPO Analogues in Experimental Stroke
This meta-analysis demonstrates that EPO and its analogues substantially reduce infarct size and improve neurobehavioral deficits in animal models of focal cerebral ischemia. Infarct volumes were reduced by 32% and Infarct volumes: Effect size is the infarct size reduction (postischemic treatment: 32%; 95% CI, 16% to 44%, preischemic treatment: 36%; 95% CI, 8% to 56%) in verum-treated animals expressed as a proportion of the infarct size reduction in placebo treated animals. Studies are ordered by their quality score. Analog indicates nonhematopoietic EPO analogue; ana.ϩ, hematopoietic EPO analogue; roman numerals, quality category; (n/n), numbers of (treated/untreated) animals.
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neurobehavioral deficits, which were categorized into limb function, neuroscore, and memory function, were improved by 38%, 37%, and 37%, respectively. A separate analysis of the efficacy of EPO when administered before the onset of ischemia revealed that verum treatment reduced infarct sizes by 36% compared to placebo treatment. While comparing nonhematopoietic EPO analogues with EPO and hematopoietic EPO analogues, both substance groups exhibit infarct-reducing and functional recovery-enhancing properties (38% versus 22% infarct size reduction, 47% versus 31% limb function improvement, statistically not significant). The latter conclusion is, however, limited, because it is based on an indirect comparison and because of the fact that nonhematopoietic EPO analogues were only investigated in a few studies.
The meta-regression analysis suggests higher doses of EPO to be associated with smaller infarct volumes and a significantly improved limb function. The finding of an increasing efficacy with higher doses in the meta-regression analysis strengthens the results of a single study, 18 which reported an improved infarct reducing effect with higher doses of EPO. In addition to a dose-response relation, we found an effect of time of treatment: An EPO administration later than 6 hours after stroke had virtually no effect on infarct volume and limb function.
Methodological Considerations
A lack of strength of a meta-analysis of experimental studies might be caused by a potential publication bias attributable to unpublished neutral or negative studies. In our meta-analysis, however, some of the included studies report nonsuperiority of EPO (eg, Esneault and Brines). In addition, a graphical analysis did not suggest the presence of a publication bias. The impression that studies with higher quality overestimate the efficacy of EPO regarding neuroscore improvement fails, because in studies with lower quality treatment was initiated earlier and at higher doses, both sufficiently explains the higher efficacy in these studies. The possibility that some negative or neutral data were not reported cannot be ruled out, particularly because a request to a senior author of an identified publication revealed that unpublished data regard- Figure 4 . Neurobehavioral deficits indicated by limb function, neuroscore, and memory function: Effect size is the improvement in EPO or EPO analoguetreated animals expressed as a proportion of the neurobehavioral deficit in control animals. Forest plots of studies ordered by quality score. Verum therapy reduced limb function deficits by 38% (95% CI, 27% to 47%), enhanced memory function by 37% (95% CI, 6% to 49%), and improved neuroscore by 37% (95% CI, 14% to 54%). For abbreviations, see legend of Figure 3. ing the efficacy of EPO in stroke models exist. The author was unable to disclose these data because of confidentiality reasons.
In a clinical pilot trial 40 patients were randomized to receive either EPO (33 000 IU daily for 3 days) or saline. 19 Functional recovery measured by the NIH Stroke Scale and the Scandinavian Stroke Scale at day 30 was improved by Ϸ18% (PϽ0.09) and Ϸ14% (PϽ0.03), respectively. Several reasons might explain the lower efficacy in this clinical study. First, the assessment of functional recovery in animals with subtle tests, such as the skilled reaching test or the Morris water maze test, differs from the relatively global neurological outcome scales, such as the NIS Stroke Scale used in the clinical trial. Moreover, neglected quality criteria in the experimental studies as discussed below may contribute to differences between the clinical trial and preclinical studies regarding the efficacy.
Implication for Further Studies
As recently shown by a meta-meta-analysis the efficacy of a therapy can be overestimated in preclinical studies when quality items are omitted. 20 In our meta-analysis a graphical analysis did not suggest the presence of a substantial impact of the various quality items on the estimate of efficacy. A reason therefore might be the relatively good overall median quality score of the analyzed studies. However, the STAIR recommendations were only incompletely followed by preclinical EPO stroke studies. Only one of the included studies investigated the efficacy of EPO in animals with comorbidity (hypertension). In future stroke studies EPO should certainly be tested in aged and diabetic animals, particularly because there is evidence that studies using healthy animals may overestimate the effectiveness of an intervention. 20 The combination of EPO or an EPO analogue with thrombolysis was not investigated in experimental stroke studies so far. Because of their overlapping therapeutic time window the combination of EPO and thrombolysis is reasonable, and therefore interactions of these 2 drugs should be determined in animals. This is particularly important, because the recent clinical phase III trial obviously showed a negative interaction of both drugs with an increased mortality in the combination group compared to placebo. 21, 22 Death from intracranial hemorrhage occurred in approximately 4% of patients who received EPO compared to 1% of patients who received placebo. 21 In contrast to these findings, which suggest a negative effect of EPO on intracerebral hemorrhage, EPO was found to be safe in hemorrhagic stroke models. An increased blood pressure or other side effects were not observed in animal models of intracerebral hemorrhage and ischemic stroke. 23, 24 Moreover, EPO was found to improve functional recovery in experimental studies of intracerebral and subarachnoid hemorrhage. 23, 25 However, more experimental studies are needed that investigate the safety and efficacy of EPO in hemorrhagic stroke.
Conclusion
This meta-analysis confirms efficacy of EPO and EPO analogues regarding infarct size reduction and functional recovery improvement poststroke. Nonhematopoietic EPO analogues might be as effective as hematopoietic EPO analogues. A meta-regression showed that higher EPO doses presumably exert a higher efficacy and that treatment initiation within the first 6 hours after stroke onset is more effective than a delayed treatment. However, before further clinical trials will be performed, experimental studies are required that investigate the efficacy of EPO in animal stroke models with comorbidity and the safety of a combination with thrombolysis.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО-ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ВОПРОСЫ Эритропоэтин (ЭПО) представляет собой секрети-руемый гликопротеин с молекулярной массой 30 кДа, регулирующий пролиферацию и созревание клеток-предшественников эритроидного ряда, а также влия-ющий на продолжительность их жизни [1] . Недавно в дополнение к регуляции эритропоэза были обнаруже-ны его новые биологические функции: ЭПО обладает нейропротекторным действием при ишемическом или травматическом повреждениях головного мозга [2, 3] . В качестве основного механизма нейропротекторного действия была предложена аутокринно-паракринная регуляция и, действительно, после повреждения вещества головного мозга в центральной нервной системе обнару-живали и ЭПО и его рецепторы [4] . Интересен тот факт, что рецепторы к ЭПО, опосредованно обеспечивающие нейропротекторное действие, по всей вероятности, отли-чаются от рецепторов, экспрессирующихся под действием клеток-предшественников эритроидного ряда [5] .
Таким образом, негемопоэтические аналоги ЭПО представляют собой новый класс препаратов для лечения инсульта. Преимуществом использования этих препаратов является отсутствие стимуляции гемопоэза, благодаря чему они обеспечивают про-филактику увеличения гематокрита и последующего развития прокоагулянтного статуса или повышения артериального давления.
По данным M. Hasselblatt, целесообразность исполь-зования ЭПО при лечении инсульта изучали во многих исследованиях [3] . Обобщение данных с помощью мета-анализа является методом сбора информации о применении ЭПО, которое изучали лишь в несколь-ких исследованиях с небольшим размером выборки [6] . Данный метод обычно используется для анализа клинических данных, однако, недавно с его помощью удалось объединить результаты доклинических иссле-дований по изучению потенциальных препаратов для лечения инсульта, таких как Г-КСФ (гранулоцитарный колониестимулирующий фактор) или NXY-059 [7, 8] .
Целью проведения исследования была общая оценка эффективности использования ЭПО для лечения инсульта на основании данных доклини-ческих испытаний с помощью мета-анализа. Особое внимание мы уделяли изучению времени начала терапии и дозировки препарата, а также сравнению эффективности ЭПО и его гемопоэтических аналогов с негемопоэтическими аналогами для разработки методологических руководств для проведения даль-нейших клинических исследований.
nМАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ОбзОР ЛИТЕРАТуРЫ
В базах данных PubMed, Embase и Biosis мы прове-ли поиск статей, опубликованных в период с января 2000 г. по октябрь 2008 г. В строку поиска мы вводили слова "эритропоэтин" или "ЭПО", а также "ишемия" или "инсульт", либо "инфаркт". По окончании поиска для выявления статей, не содержащихся в упомяну-тых базах данных, мы изучили списки литературы найденных статей. Вручную мы просмотрели тезисы научных конференций и попросили основных авто-ров найденных статей предоставить информацию о других исследованиях.
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ОТбОР ИССЛЕДОВАНИй И ПОЛуЧЕНИЕ ДАННЫХ Для анализа мы использовали данные исследований, посвященных изучению эффективности использования ЭПО и его аналогов при очаговой ишемии головного мозга у грызунов, критериями исходов в которых были объем инфаркта или степень функционального дефицита. Для сравнения объемов инфаркта учиты-вали дозы ЭПО, который вводили не позже, чем через 24 часа после индукции ишемии, а определение объ-емов инфаркта проводили не раньше, чем через 24 часа после индукции ишемии.
Поскольку для проведения мета-анализа необходимы данные большого числа исследований, мы включили в анализ только те функциональные тесты, которые в различных исследованиях использовали наиболее часто. Все нейроповеденческие тесты мы разделили на 3 клинически значимые группы: (1) неврологическая шкала для выявления грубых неврологических наруше-ний; (2) тест водного лабиринта Морриса и тест пассив-ного избегания для оценки нарушений памяти; (3) тест на промахивание, тест с цилиндром, тест на коорди-нацию движений, тест с положением конечности для выявления нарушений функции конечностей. В связи с тем, что тесты проводили в разное время, в анализе мы учитывали только результаты последнего тести-рования. Для сравнения данных о функциональных исходах мы подсчитали общую дозу ЭПО. Поскольку нейропротекторы целесообразно использовать до раз-вития ишемии, например, до проведения манипуляций с высоким риском развития ишемического инсульта, таких как каротидная эндартерэктомия или операции на сердце, мы отдельно оценили влияние использо-вания ЭПО и его аналогов перед индукцией ишемии на уменьшение размера инфаркта в экспериментальных моделях на животных. В тех случаях, когда данные отображали только в виде графиков, значения счи-тывали с графиков с помощью программы Corel Draw версии 12 (Corel Corporate Communications).
ОцЕНКА КАЧЕСТВА
Оценку методологического качества исследований мы проводили в соответствии с ранее опубликован-ной шкалой оценки качества, состоящей из 11 крите-риев, согласно которой все исследования разделили на 3 группы (группа I: соответствие по 8-11 критериям, группа II: по 4-7 критериям, группа III: по 0-3 кри-териям) [8] . Для изучения влияния каждого из крите-риев на эффективность графики параметров исходов инсульта у изучаемых животных наносили напротив графиков параметров соответствующей контрольной группы (графики Лаббе) отдельно для каждого крите-рия качества. Кроме того, мы оценивали соответствие доклинических исследований ЭПО обновленным рекомендациям STAIR (Stroke Therapy Academic Industry Roundtable Preclinical Recommendations) [9] .
СТАТИСТИЧЕСКИй АНАЛИз
Опубликованные результаты исследований мы отображали графически и объединяли их с помощью методов мета-анализа отдельно для каждой конечной точки, учитывали объем инфарктов и результаты трех типов функциональных тестов.
В каждом исследовании выделяли одну контрольную и одну (или более) основную группы. Для простого срав-нения данных контрольной и основных групп результа-ты основных групп усредняли, и стандартные ошибки средней оценивали методом обратной дисперсии [10] . Эффект лечения мы определяли количественно, как отношение среднего исхода в основной группе к среднему исходу в соответствующей контрольной группе. Таким образом, изменения результатов, свя-занных с лечением, выражали в виде процентных соотношений. Этот подход равнозначен анализу различий логарифмированных ответных реакций [11] [12] [13] , тогда как индивидуальные или усредненные исходы в нескольких опытных группах в рамках одного исследования были логарифмированы, а их дисперсии приближенно описывали посредством стандартных методов (непосредственный метод отыскания произ-водной, дельта-метод).
Соотношение средних исходов в опытных и конт-рольных группах для каждого исследования мы представляли в виде лесовидных графиков. Средние соотношения и их 95% доверительные интервалы (ДИ), представленные на лесовидных графиках, получали с помощью методов мета-анализа, точкой приложения которых являются логарифмированные соотношения для модели со случайными уровнями факторов [13, 14] . Результаты для объемов инфаркта также представили на графике Лаббе.
Изменения в исходах, представленные в виде процент-ных соотношений, связанные с дозировкой и временем введения препарата, мы оценивали с помощью мета-рег-рессии случайных эффектов для логарифмированных результатов в каждой опытной и контрольной группах [15] . Мы учитывали только ЭПО и системное введение ЭПО после индукции ишемии, поскольку аналоги ЭПО и местное введение препаратов несопоставимы. В качестве непрерывной независимой переменной мы использовали дозировку, а введение ЭПО в течение первых 6 часов после индукции ишемии и введение препарата в более поздние сроки мы рассматривали как два различных метода лечения.
Все анализы мы проводили с помощью программного обеспечения SAS версии 9.1 (SAS Inc). Статистически значимыми считали значения вероятности ниже 0,05.
nРЕзуЛЬТАТЫ
ОТбОР ИССЛЕДОВАНИй
С помощью электронного метода поиска мы обна-ружили 37 исследований (рис. 1). Мы не включили в анализ 19 исследований, в которых для моделирова-ния ишемии использовали новорожденных крыс. Эта модель не соответствует инсульту у людей, который, как правило, развивается в пожилом возрасте. Данные еще одного исследования мы не использовали в связи с тем, что авторы измеряли не объем, а площадь инфар-кта [16] . Такой способ измерения используется редко, и полученные данные было невозможно сравнить с данными других исследований, включенных в анализ. Также мы не включили данные исследования, в котором использовали модель тромбоэмболического инсульта на кроликах [17] , поскольку критерием исхода был вес тромба, вызывающий неврологические нарушения у 50% кроликов. Этот критерий не соответствовал критериям исхода в других исследованиях.
Таким образом, в мета-анализ мы включили данные 16 исследований (таблица 1). В 12 исследованиях лечение начинали после индукции ишемии, в 3 исследовани-ях -до индукции ишемии, а в одном исследовании оценивали эффективность введения препарата до и после индукции ишемии. Определение объема инфарк-та выполнили у 340 животных, нейроповеденческие нарушения оценили более чем у 348 животных. Данные о количестве животных в двух исследованиях отсутст-вовали. Для анализа мета-регрессии, оценивающего влияние дозы ЭПО и времени начала лечения на объем инфаркта и функцию конечностей, мы использовали данные шести и четырех исследований (лечение только после индукции ишемии) соответственно.
КАЧЕСТВО ИССЛЕДОВАНИя И ВЛИяНИЕ КРИТЕРИЕВ КАЧЕСТВА НА ЭффЕКТИВНОСТЬ В исследованиях, авторы которых начинали лечение после индукции ишемии, медиана оценки по шка-ле оценки качества составила 5 (от 3 до 8) баллов. Ранжирование исследований по категориям качества не выявило взаимосвязи между качеством исследования и степенью уменьшения объема инфаркта, нарушений функции конечностей и улучшения памяти, поскольку оценка по неврологической шкале могла быть необъ-ективна при оценке результатов высококачествен-ных исследований с более низкой эффективностью. При построении графиков с использованием различных критериев исхода для основной и контрольной групп (графики Лаббе) отдельно по каждому критерию качест- Объем инфаркта (7 + 5/5) , тест де Рика с положением конечности (5 + 6/7) ва существенного влияния этих критериев качест-ва не выявили (данные не представлены). Анализ данных по степени соблюдения рекомендаций STAIR в доклинических исследованиях по изучению ЭПО приведены в таблице 2.
ЭффЕКТИВНОСТЬ ЭПО И ЕгО АНАЛОгОВ
Распределение кружков в правой нижней половине графика Лаббе (рис. 2) свидетельствует о том, что в опытной группе уменьшение объема инфаркта было более выраженным. По сравнению с плацебо на фоне использования ЭПО и его аналогов объем инфаркта уменьшился на 32% (95% ДИ от 16 до 44%, рис. 3). Функциональный дефицит в конечности уменьшился на 38% (95% ДИ от 27 до 47%, рис. 4). На фоне исполь-зования ЭПО и его аналогов улучшилась оценка по неврологической шкале на 37% (95% ДИ от 14 до 54%); произошло улучшение памяти на 37% (95% ДИ от 6 до 59%, рис. 4). При использовании ЭПО перед индукцией ишемии размер инфаркта уменьшился на 36% (95% ДИ от 8 до 56%).
Эффективность ЭПО и его гемопоэтических аналогов мы сравнили с эффективностью аналогов, не стимулиру-ющих эритропоэз (введение только после индукции ише-мии). На фоне применения ЭПО и его гемопоэтических аналогов объем инфаркта уменьшился на 22% (95% ДИ от 4 до 42%), а при применении негемопоэтических аналогов на 38% (95% ДИ от 14 до 55%). Функция конеч-ности улучшилась на 31% (95% ДИ от 14 до 44%) при использовании ЭПО и его гемопоэтических аналогов, а на фоне применения негемопоэтических аналогов на 47% (95% ДИ от 25 до 62%). Статистически значи-мых различий между разными производными ЭПО в отношении уменьшения объема инфаркта (p=0,3706) и двигательных нарушений (p=0,0713) не выявили. Необходимо провести исследования по оценке памяти и грубых неврологических нарушений по неврологи-ческой шкале на фоне использования только ЭПО без сравнения с негемопоэтическими аналогами.
Чтобы проанализировать влияние дозирования ЭПО и времени начала лечения, все исследования мы разде-лили на 2 группы: начало лечения в первые 6 часов после индукции ишемии и начало лечения в более поздние сро-ки. Отдельные графики регрессии в отношении влияния дозы для обеих групп в объединенной мета-регрессион-ной модели совпадали. Отрицательные наклоны графиков регрессии свидетельствуют о положительных эффектах ЭПО. Для анализа объема инфаркта мы рассматривали дозы ЭПО от 50 до 10 000 МЕ/кг массы тела. Эффект ЭПО проявляется в виде уменьшения объема инфарк-та на 5,4% (p<0,0001) и на 0,1% (p=0,9324) на каждые 1000 МЕ/кг при начале лечения в течение первых 6 часов и в более поздние сроки после индукции ише-мии соответственно. Аналогичным образом увеличение дозы ЭПО на 1000 МЕ/кг до суммарной дозы от 150 до 70 000 МЕ/кг приводит к улучшению функции конеч-ности на 2,8% (p=0,0067) при использовании препарата в первые 6 часов после инсульта. Применение ЭПО nОбСуЖДЕНИЕ Результаты мета-анализа свидетельствуют о том, что на фоне применения ЭПО и его аналогов происходит уменьшение объема инфаркта и улучшение нейропо-веденческого дефицита в экспериментальных моделях очаговой ишемии головного мозга на животных. Объем инфаркта уменьшился на 32%, а выраженность нейропо-веденческого дефицита в виде грубых неврологических нарушений, нарушений функции конечности и нару-шений памяти уменьшилась на 38, 37 и 37% соответст-венно. Результаты отдельного анализа эффективности использования ЭПО до индукции ишемии свидетель-ствуют о том, что по сравнению с плацебо, на фоне применения препарата размер инфаркта уменьшился на 36%. При сравнении негемопоэтических аналогов ЭПО с ЭПО и его гемопоэтическими аналогами мы выяснили, что обе схемы лечения были эффективны в отношении уменьшения объема инфаркта и улучше-ния функции конечности (на 38 и 22% -в отношении объема инфаркта; 47 и 31% -в отношении двигательных функций соответственно; различия статистически недостоверны). Однако последний вывод ограничен, поскольку основан на непрямом сравнении; кроме того, изучение негемопоэтических аналогов ЭПО проводи-лось лишь в нескольких исследованиях.
Результаты анализа свидетельствуют о том, что при повышении дозы ЭПО уменьшается объем инфаркта и значительно улучшается функция конечности. Полученные результаты мета-регрессионного анализа по увеличению эффективности при повышении дозы подтверждают результаты одного из исследований [18] , в котором доказали, что при повышении дозы ЭПО уменьшается объем инфаркта. Кроме того, в дополнение к дозозависимому эффекту мы обнаружили влияние Изучение эффектов двух или более дозировок препарата проводили в рамках одного исследования (Leist, 2004; Wang, 2004; Wang, 2007; Yu, 2005) . Также проводили определение уровня содержания препарата в тканях (Wang, 2007) + Терапевтическое окно Лечение начинали в различные моменты времени (2 и более) Leist, 2004 ) +
Критерии исхода
Исследовали большое число конечных точек, таких как гистологические и поведенческие исходы (Belayev, 2005; Esneault, 2008; Villa, 2007) . Оценивали выживаемость животных, по крайней мере, в течение 2-3 недель после моделирования инсульта (Kolb, 2007; Villa, 2007; Wang, 2007) .
+
Регистрация показателей жизнедеятельности В ходе проведения исследований регистрировали уровни АД (Belayev, 2005; Sadamoto, 1998) , определяли температуру тела (Belayev, 2005 , Villa, 2007 , Yu, 2005 , уровень содержания глюкозы в сыворотке крови (Belayev, 2005; Yu, 2005) ; газы крови (Belayev, 2005; Yu, 2005) .
+ Разнообразие видов животных
Исследования проводили на крысах (Kolb, 2007; Erbayraktar, 2003) , песчанках и кроликах (Lapchak, 2008 [18] (Sadamato, 1998; Belayev, 2005) ± Расчет мощности исследования и размера выборки О мощности исследования или размере выборки данных практически не было (Исключение -Kolb, 2007) ...
Разглашение и конфликты интересов
Сведения о потенциальных конфликтах интересов приведены лишь в нескольких исследованиях Esneault, 2008) . ± Животные с сопутствующей патологией, старые животные, особи женского пола Крыс с артериальной гипертензией использовали лишь в одном исследовании (Sadamato, 1998) . Результаты исследований, которые проводились на животных с другой сопутствующей патологией (например, с сахарным диабетом или гиперхолестеринемией), не опубликованы.
± Использование клинически значимых биомаркеров
Сведений о применении диффузионной/перфузионной МРТ или определения маркеров повреждения ткани в сыворотке крови не было. ...
Изучение взаимодействия с другими лекарственными препаратами
Взаимодействие ЭПО с тромболитиками еще не изучено. Эффективность использования ЭПО в сочетании с антигипертензивными препаратами изучали только в одном исследовании .
±
Примечание. «+» -полное соответствие; «±» -частичное соответствие; «-» -несоответствие.
времени начала терапии: использование ЭПО, спустя 6 часов после инсульта, практически не влияет на объем инфаркта и функцию конечности.
nМЕТОДОЛОгИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ
Недостатки нашего мета-анализа могут быть связаны с отсутствием публикаций об исследованиях, в кото-рых были получены нейтральные или отрицательные результаты. Однако результаты некоторых исследований, включенных в наш анализ, не показывают высокой эффективности ЭПО (например, исследования Esneault и M.L. Brines). Кроме того, графический анализ данных не позволяет говорить о систематической ошибке, допу-щенной в публикациях. Впечатление, что в исследова-ниях с более высоким качеством эффективность ЭПО в отношении уменьшения неврологического дефицита была завышена, ошибочно, поскольку в исследованиях с низким качеством лечение начинали раньше, а доза ЭПО была выше. Обе эти причины в полной мере объясняют высокую эффективность ЭПО в этих исследованиях.
Нельзя исключить возможности, что некоторые отрицательные или нейтральные результаты не были опубликованы, особенно, учитывая тот факт, что основ-ной автор одной из найденных публикаций подтвердил наличие неопубликованных данных об эффективности 
